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RESUMEN

Los factores genéticos parecen tener un papel
importante en el desarrollo de la enfermedad de Par-
kinson. La degeneracion de la sustancia negra, carac-
teristica de esta enfermedad, puede deberse al efecto
toxico de sustancias derivadas del metabolismo celu-
lar. El gen CYP2D6 codifica para la enzima metaboliza-
dora debrisoquina-4- hidroxilasa implicada en la deto-
xificacion de parte de estos productos. La presencia
de determinadas mutaciones en el gen conlleva la falta
de actividad enzimatica y genera el fenotipo “pobre
metabolizador”. Se ha analizado mediante la técnica
de PCR-RFLP la presencia de las mutaciones genéticas
CYP2D6 3, CYP2D6 4, CYP2D6 6 y CYP2D6 8 en un
grupo de 46 pacientes con EP y en 54 controles, con el
fin de estudiar el posible valor del genotipo CYP2D6
como factor de riesgo para la enfermedad de Parkin-
son en la poblacion navarra. Los alelos CYP2D6 3, 6 'y
8 no estan representados en la poblacién de estudio.
No hemos obtenido una mayor prevalencia de muta-
ciones CYP2D6 4 en los pacientes con respecto a los
controles (30,43% vs 44,44%). No existe correlacion
entre la enfermedad de Parkinson y la presencia de las
mutaciones CYP2D6 4 (odds ratio 0,55; 95% IC 0,24 a
1,25), en homocigosis (odds ratio 0,38; 95% IC 0,04 a
3,76) o en heterocigosis (odds ratio 0,62; 95% IC 0,27 a
1,44). En conclusidn, el genotipo CYP2D6 no constitu-
ye un factor de riesgo en EP.

Palabras clave. Estudio caso-control. Enfermedad
de Parkinson. RFLP. Citocromo P450. Polimorfismo
CYP2D6.
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ABSTRACT

Genetic factors seem to play an important role in
the development of Parkinson’s disease. The
degeneration of the substantia nigra, characteristic of
this disease, might be due to the toxic effect of
substances derived from cellular metabolism. The
CYP2D6 gene codifies for the metabolising enzyme
debrisoquine-4-hydroxilase involved in the
detoxification of part of these products. The presence
of certain mutations in the gene implies a lack of
enzymatic activity and generates the “poor
metaboliser” phenotype. By means of the PCR-RFLP
technique, the presence of the genetic mutations
CYP2D6 3, CYP2D6 4, CYP2D6 6 and CYP2D6 8 has been
analysed in a group of 46 patients with PD and in 54
controls, with the aim of studying the possible value of
genotype CYP2D6 as a risk factor for Parkinson’s
disease in the population of Navarra. The alleles
CYP2D6 3, 6 and 8 are not represented in the sample
studied. We have not obtained a greater presence of
CYP2D6 4 mutations in the patients with respect to the
controls (30.43% vs. 44.44%). There is no correlation
between Parkinson’s disease and the presence of
CYP2D6 4 mutations (odds ratio 0.55; 95% CI 0.24 to
1.25), in homozygosis (odds ratio 0.38; 95% CI 0.04 to
3.76) or in heterozygosis (odds ratio 0.62; 95% CI 0.27
to 1.44). In conclusion, the genotype CYP2D6 does not
constitute a risk factor in PD.

Key words. Case-control study. Parkinson’s
Disease. RFLP. Cytocrome P450. Polymorphism
CYP2D6.
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INTRODUCCION

En la actualidad la etiologia de la enfer-
medad de Parkinson (EP) no ha sido com-
pletamente aclarada. Esta enfermedad se
caracteriza por la degeneracion selectiva de
neuronas dopaminérgicas localizadas en la
sustancia negra del cerebro mediante meca-
nismos que precisan de un estudio detalla-
do'’. Diversos factores ambientales y genéti-
cos parecen contribuir a la patogénesis de la
EP®. La implicacién de factores genéticos en
la EP se refleja en las alteraciones presentes
en genes como el de la a-sinucleina (a-SYN)
o el gen parkin, entre otros. De esta forma, se
ha descrito la presencia de mutaciones pun-
tuales en la region codificante del gen de la o-
sinucleina de forma exclusiva Gnicamente en
algunas pocas familias con EP autosémica
dominante de la regién mediterranea cen-
tral’, mientras que las alteraciones del gen
parkin, debidas a mutaciones, deleciones y
duplicaciones génicas, son mas frecuentes y
han sido descritas en pacientes con EP juve-
nil autosémica recesiva y en algunos casos
con EP esporadica’. Aunque el papel de la
herencia en la EP esporadica no ha sido con-
firmado’, hay estudios que sugieren la exis-
tencia de genotipos de susceptibilidad,
como la combinacion del polimorfismo 1 en
la regién promotora del gen de la o-sinuclei-
na y la variante alélica (APOE)¢4 del gen de
la Apolipoproteina E’. Sin embargo, un estu-
dio reciente basado en un grupo mas nume-
roso de pacientes y controles no ha demos-
trado la correlacion entre el genotipo
mencionado y la EP esporadica®. No existe
consenso en la teoria de la prediposiciéon
genética a EP debida al efecto fenotipico de
las variantes alélicas de diversos genes que
codifican para enzimas detoxificadoras®".
Las glutation transferasas' y la debrisoqui-
na-4-hidroxilasa” son ejemplos de enzimas
que metabolizan sustancias xenobi6ticas u
otros metabolitos dafiinos para las células.
En este sentido, la presencia de neurotoxinas
ambientales tales como 1,2,3 4 tetrahidroiso-
quinolinas (TIQ) 6 Il-metil-4-fenil-1,2,3,6
tetrahidropiridina (MPTP)" y pesticidas"
parecen contribuir a la muerte selectiva de
células dopaminérgicas y favorecer los sin-
tomas del parkinsonismo debidos a la dis-
funcién de las enzimas mitocondriales™
(complejo a-cetoglutarato-deshidrogenasa,
NADH-CoQ reductasa) y estrés oxidativo®.
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La debrisoquina-4-hidroxilasa se
expresa en neuronas y pertenece a la
superfamilia de las monoaminoxidasas
del citocromo P450%. Esta implicada en el
metabolismo de la debrisoquina, esparte-
ina, MPTP y méas de 25 farmacos usados
con fines terapéuticos'. El fenotipo deno-
minado “pobre metabolizador” del meta-
bolismo debrisoquina/esparteina es con-
secuencia de la falta de actividad del
enzima', y aparece con frecuencias del 5
al 10% en individuos de raza caucasica”y
menor del 1% en individuos de raza asia-
tica®.

El gen que controla la proteina debriso-
quina-4-hidroxilasa, denominado CYP2D6,
estd situado en la region 22q13.1"'y se ha
propuesto como posible locus de suscepti-
bilidad a EP#en relacién a la presencia de
determinadas mutaciones en la region
codificante del gen que suponen la inacti-
vidad de la enzima. De esta forma, varios
estudios demuestran la correlacién entre
diversas formas mutantes del gen CYP2D6
con la EP#*  aunque otros grupos descar-
tan tal correlacion'®™.

Caracterizamos los genotipos CYP2D6
3 (CYP2D6 A), CYP2D6 4 (CYP2D6 B),
CYP2D6 6 (CYP2D6 T) y CYP2D6 8 (CYP2D6
G) en una muestra de 46 pacientes con EP
idiopatica y 54 controles, todos ellos
incluidos en un estudio caso-control reali-
zado en una regiéon del norte de Espana
—Navarra-, con el fin de estudiar el posible
valor de este gen como factor de riesgo en
EP.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes y controles

En nuestro estudio incluimos 46
pacientes diagnosticados de EP idiopéatica
durante el periodo 1993-1995. Los pacien-
tes fueron identificados por neurélogos en
servicios de Neurologia en Navarra, y des-
pués fueron reconocidos por un neur6logo
experto en enfermedades neurologicas,
quien verifico el diagndstico de EP de
acuerdo a los criterios de Hughes y col*. El
grupo de pacientes incluia 31 hombres y
15 mujeres de edades comprendidas entre
51 y 87 anos (edad media 69,8 + 7,8).
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El grupo control se obtuvo del registro
de los hospitales de la misma region a los
que pertenecian los enfermos durante el
mismo periodo de tiempo. El origen de los
pacientes y controles fue idéntico, obvian-
do el posible sesgo en nuestro estudio
debido a este factor. El grupo de pacientes
incluia 54 individuos pareados con los
controles por los criterios de edad, sexo y
lugar de residencia, 39 hombres y 15 muje-
res con edad media de 69,09 = 7,06 anos.
La tabla 1 muestra las caracteristicas
demograficas y clinicas de los pacientes y
controles.

El estudio fue aprobado por el Comité
Etico de Investigacién Clinica y se obtuvo
el consentimiento informado de todos los
pacientes y controles.

Toma de muestra de sangre y
extraccion de DNA

El DNA de alto peso molecular fue ais-
lado de los leucocitos por medio de diges-
tion con proteinasa K, protocolo de extrac-
cion con fenol-cloroformo estandar y
precipitacion con etanol. La concentracion
de DNA fue medida y estandarizada a un
valor aproximado de 20 ng/ml mediante
espectrofotometria.

Analisis PCR-RFLP

La estrategia usada para la identifica-
ciéon de las formas alélicas CYP2D6 3
(CYP2D6 A)*, 4 (CYP2D6 B)*, 6 (CYP2D6
7)*%, 8 (CYP2D6 G)* consiste en PCRs ani-
dadas, y andlisis de los fragmentos de res-
triccion de longitud variable tras digestion

enzimatica (técnica RFLP = Restriction
Fragment Length Polymorphism).

El primer paso fue la amplificacién de
los nueve exones del gen CYP2D6, corres-
pondiente a un fragmento de 4.681 pares
de bases (pb), mediante el kit Expand Long
Template PCR™ (Boehringer Mannheim,
UK) en un termociclador Perkin Elmer
Cetus 480. Este método genera un alto ren-
dimiento de producto por medio de la
mezcla de Tag y Pwo DNA Polimerasas. El
producto mencionado se emplea para rea-
lizar posteriores PCRs anidadas, siguiendo
las condiciones de estudios previos®**.
Estas consistieron en la amplificacion de
un fragmento de 353 pb y un fragmento de
201 desde el producto de 4.681 pares de
bases. El primer fragmento incluye los exo-
nes 3y 4 del gen CYP2D6 para el analisis de
los genotipos CYP2D6 4, 6y 8,y el segundo
comprende el exén 5 del gen que incluye el
posible genotipo CYP2D6 3. El cambio
genético asociado a cada forma alélica
queda reflejado en la tabla 2.

Los alelos fueron identificados median-
te digestion con diferentes enzimas de res-
triccion de los productos obtenidos y pos-
terior visualizacion de los patrones de
bandas marcadas con bromuro de etidio
en gel de agarosa al 3% (Fig. 1). El alelo
mutante CYP2D6 3 puede ser identificado
mediante la digestién con la endonucleasa
BsaAl del producto anidado de 201 pb, que
queda cortado en fragmentos de restric-
cién de 180 y 21 bases en la posicion 2637
para el alelo mutante (Fig. 1.a). La secuen-
cia del alelo mutante en la posiciéon 1934
(CYP2D6 4) carece de un sitio de restric-

Tabla 1. Caracteristicas demograficas y clinicas de casos y controles.

Caracteristicas Casos Controles
n =46 n =54

Sexo

. Hombre 31 39

. Mujer 15 15
Edad (anos)

. Media (SD) 69,8 (7,8) 69,09 (+7,06)

. Rango de edad 53-87 51-87
Duracién de sintomas

. Aios 3,3
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Tabla 2. Nomenclatura de los genotipos CYP2D6 analizados junto con los cambios genéticos asocia-

dos.
GENOTIPOS CYP2D6 CAMBIO GENETICOASOCIADO
CYP2D6 A (CYP2D6 3) Delecion de adenina en posicion 2637 (Del Auex)
CYP2D6 B (CYP2D6 4) Transicién guanina a adenina en posicién 1934 (GisA)
CYP2D6 T (CYP2D6 6) Delecion de timina en posicion 1795 (Del Tims)
CYP2D6 G (CYP2D6 8) Transicidn guanina a adenina o transversion (GusasT /A)
guanina a timina en posicion 1846

Figura 1.
Figura 1.a:

Figura 1.b:
Figura 1.c:
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Ejemplos de polimorfismos CYP2D6 3, 4y 8 resultado de la digestion con Bsa Al (1.a), diges-
tion con BstNI (1.b), digestiéon con Msp! (1.c), respectivamente.

M +/+ +/+ +/+ +/+ +[+

-/- +/+ +/+ -/+ +/+ -/+ -/+ M

+f/+ +/+ +[+ +/+ +/+ M

(+/+ = ausencia de mutacion; +/- = presencia de mutacién en heterocigosis; -/- = Presencia
de mutacion en homocigosis; M = Marcador).
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Tabla 3. Distribucion de genotipos CYP2D6 en pacientes con EP y controles.

Genotipos CYP2D6 Casos Controles
n =46 n =54
CYP2D6 3 sn/sn 46 54
sn / mut 0 0
mut / mut 0 0
sn /sn 32 30
CYP2D6 4 sn / mut 13 21
mut / mut 1 3
sn /sn 46 54
CYP2D6 6 sn / mut 0 0
mut / mut 0 0
sn/sn 46 54
CYP2D6 8 sn / mut 0 0
mut / mut 0 0

sn = alelo secuencia nativa; mut = mutacion.

Tabla 4. Distribucion de genotipos y valores de odds ratio en el andlisis de polimorfismos CYP2D6 4

en pacientes y controles.

Secuencia CYP2D6 Casos (%) Controles (%) Odds ratio (95% IC)
Mutacién 14 (30,43%) 24 (44,44%) 0,55 (0,24-1,25)
- Homocigosis (%) 1(2,17%) 3 (5,55%) 0,38 (0,04-3,76)

- Heterocigosis (%) 13 (28,26%)

Secuencia normal (%) 32 (69,56%)

21 (38,88%)
30 (55,55%)

0,62 (0,27-1,44)
1,83 (0,80-4,18)

cion para BstNI, enzima que en la secuen-
cia salvaje corta el producto anidado de
353 pb y da lugar a fragmentos de 190 y
163 pb (Fig. 1.b). Una deleci6n en la posi-
cién 1795 (CYP2D6 6) crea un nuevo sitio
para la enzima BstNI que genera tres frag-
mentos de 190, 139 y 23 pb desde el frag-
mento de 353 pb. La ausencia de un sitio
de restriccion en la posicion 1846 de este
gen para la enzima Msp [ caracteriza la
mutaciéon CYP2D6 8. En la secuencia salva-
je la digestién del mismo fragmento de 353
pb genera dos fragmentos de 278 y 75 pb
(Fig. 1.0).

Se empled el andlisis univariante de
regresion logistica para calcular el valor
de odds ratio y analizar la posible asocia-
cion entre los polimorfismos en pacientes
y controles (Intervalo de confianza 95%, P
< 0,05).

RESULTADOS

Este estudio ha caracterizado cuatro
formas alélicas diferentes por analisis del
mapa de restriccion en un grupo formado

ANALES Sis San Navarra 2002, Vol. 25, N° 2, mayo-agosto

por 46 pacientes y 54 controles, tal y como
se refleja en las tablas 3 y 4. Los alelos
mutantes CYP2D6 3, 6 y 8 no estan repre-
sentados en los grupos de pacientes y con-
troles. CYP2D6 4 esta presente en el grupo
de controles y pacientes (30,43% en el
grupo de pacientes versus 44,44% en el
grupo control; odds ratio 0,55, 95% IC 0,24
a 1,25). Nuestro estudio ha revelado una
baja frecuencia de genotipos homocigéti-
cos mutantes CYP2D6 4 (2,17% pacientes
versus 5,55% controles). Individuos con el
genotipo mut/mut no presentan un riesgo
significativamente mayor de sufrir EP
(odds ratio 0,38, 95% IC 0,04 a 3,76). Por
otro lado, hemos hallado 13 pacientes
heterocigotos para la presencia de genoti-
po CYP2D6 4 (genotipos N/B) en contrapo-
sicion a 21 pacientes en el grupo de con-
troles (28,26% versus 38,88%,
respectivamente). La presencia de genoti-
pos mutantes heterocigéticos CYP2D6 4 no
se asocia con un aumento significativo en
el riesgo de padecer EP (odds ratio 0,62,
95% IC 0,27 a 1,44).
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DISCUSION

En concordancia con estudios previos,
no hemos hallado ninguna evidencia de
que la presencia de mutaciones en el gen
CYP2D6 se relaciona con una mayor sus-
ceptibilidad a padecer EP esporadica en
una poblacién espaiola.

Diversos grupos han analizado el locus
CYP2D6 y han identificado diferentes muta-
ciones funcionales en los nueve exones del
gen®*, El 90% de individuos con el fenoti-
po “pobre metabolizador” presentan las
formas alélicas CYP2D6 A (CYP2D6 3) y/o B
(CYP2D6 4)°.

Existe controversia en la asociacién del
fenotipo “pobre metabolizador” en rela-
cion a las formas alélicas mutantes
CYP2D6 y la susceptibilidad a EP, como se
refleja en las conclusiones de un estudio
de meta-analisis reciente’. De esta manera,
se ha descrito un rango de valores de odds
ratios muy diverso para determinadas for-
mas mutantes CYP2D6, que apoyan o con-
tradicen la teoria de asociaciéon de este
gen con la EP"**.

La posible correlacion entre la presen-
cia de formas alélicas CYP2D6 y la edad
temprana de aparicion de los sintomas fue
objeto de estudio por Sandy y col® que no
obtuvieron diferencias entre las frecuen-
cias alélicas CYP2D6 A, CYP2D6 B, CYP2D6
D y CYP2D6 D2 de individuos parkinsonia-
nos jovenes con respecto al grupo control.
La edad de los pacientes incluidos en nues-
tro estudio es superior a los cincuenta
anos, por lo que no hemos podido valorar
la posible asociacién en esta poblacion.

La tGinica forma alélica mutante detecta-
da en nuestra poblacion de estudio ha sido
CYP2D6 4, pero no existen diferencias esta-
disticamente significativas entre las fre-
cuencias de individuos homocigéticos y
heterocig6ticos para este genotipo entre
los grupos de pacientes y controles. Los
alelos mutantes CYP2D6 3, 6 y 8 no estan
representados en nuestra poblacion de
estudio.

En conclusién, el fenotipo “pobre meta-
bolizador” para el sistema CYP2D6 espar-
teina/debrisoquina no parece estar asocia-
do con EP en la poblacién navarra
estudiada, y los alelos normales no pare-
cen contribuir a la proteccion frente a esta
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enfermedad, en concordancia con resulta-
dos previos en otras poblaciones®*,

Actualmente se cuestiona la posible
asociacion entre el efecto combinado de
formas alélicas de distintos genes®, como
el gen del receptor de la dopamina D2
(DRD2)*, o aquellos que codifican para
enzimas detoxifixicadoras como las mono-
aminooxidasas® y glutatién-transferasas’,
entre otros, y la EP esporadica idiopéatica.

La estimacién precisa de los riesgos
asociados con éstos y otros genes todavia
no analizados, asi como el analisis de ries-
gos mas complejos generados por las inte-
racciones entre genes e interacciones de
genes-medio ambiente requieren la realiza-
cion de nuevos estudios con grupos de
pacientes y controles formados por un
mayor numero de individuos.
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